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@ Zieizellspezifische Vektoren fur die Einschleusung von Genen in Zellen, Arzneimittel enthaltend derartige 
Vektoren und deren Verwendung 

@ Offenbart werden zieizellspezifische Vektoren fur die 
Einschleusung wenigstens eines Gens in Zellen eines Orga- 
nismus, die folgende Komponenten umfassen: 

a) einen nlcht-viralen Trager fur das einzuschleusende Gen, 

b) einen Liganden, der spezifisch an die gewGnschte 
Zielzelle binden kann, 

c) ein Fusionsprotein fur die Penetration des Vektors in das 
Zytoplasma der Zielzelle und 

d) das einzufuhrende Gen. 

Derartige Vektoren flnden insbesondere bei der Gentherapie 
Verwendung. 
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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind zielzellspezifische Vektoren, die insbesondere in der Genthera- 
p»e Venvendung finden, Arzneimittel enthaltend derartige zielzellspezifische Vektoren und die Verwendung 
dieser Vektoren bei der Gentherapie. Die Gentherapie hat die Einschleusung fremder Gene in die Zellen eines 
Organismus zura Ziel, urn defekte Gene in diesen Zellen auszuschalten, um defekte Gene durch intakte Gene zu 
ersetzen oder aber um von diesen Zellen ein Protein bilden zu lassen, das eine prophyiaktische oder therapeuti- 
scheWirkungbesitzt 

Aus dem Stand der Technik bekannt sind Vektoren fur eukaryontische Systeme, die auf der Grundlage von 
Viren konstruiert wurden. Viren haben ein differenziertes System entwickelt, mit Hilfe dessen sie fiber Hullpro- 
teine spezifisch an Zellen binden und nach der Aufhahme in Endosomen deren Membran penetrieren konnen. 
Demzufolge wurden Viren aJs Trager zur Einschleusung fremder Gene in die Zelle benutzt Diese Technologie in 
ihren unterschiedlichen Variationen und die hierfur verwendeten Viren sind bereits ausfuhrlich beschrieben 
worden (siehe die Obersichtsarbeiten von Hodgson, Bio/Technology 3, 222 (1995); Jolly, Cancer Gene Therapy 1, 
51 (1994')), 

Das Prinzip dieser Technologie ist, daB Teile des Virusgenes ersetzt werden durch das erwunschte Fremdgen, 
so daB ein viraler Vektor entsteht Durch die Manipulation sind virale Vektoren im Regelfall nicht mehr 
vermehrungsfahig. Fur die Vermehrung derartiger viraler Vektoren mfissen jedoch alle Gene, welche die 
Virushullproteine kodieren und die Expression dieser Virusgene regeln, vorhanden sein. 

Es hat sich jedoch herausgestellt, daB virale Vektoren insbesondere beim Einsatz am Menschen problematisch 
sein kdnnen. Es besteht die Gef ahr der Rekombination mit Wildtypviren gleicher Art, wodurch pathogene Viren 
entstehen konnten. Des weiteren konnen die Virushullproteine Immunreaktionen im Empfanger ausldsen. Da 
virale Vektoren in der Zelle den gleichen Infektionsweg wie die entsprechenden Wildviren einnehmen, besteht 
durch Integration der Fremdgene in die Wirtschromosomen die Gefahr der Mutationen der Wirtsgene (Aktrvie- 
rung von ruhenden Genen, Zerstorung von aktiven Genen). 

Ein weiterer Nachteil viraler Vektoren ist, daB durch die Geometrie der Viren ihre Aufnahmekapazitat fur 
frerade Gene beschrankt wird. 

In Anbetracht dieser Einschrankungen und Gefahren von viralen Vektoren wurde schon fruh versucht, 
yirusunabhangige Methoden fur die Einschleusung von Genen in Zellen zu Finden. Das Prinzip dieser Methoden 
ist, die negativ geladene Zellmembran mit dem negativ geladenen Gen zu verschmelzen, so daB das Gen von der 
Zelle aufgenommen wird und durch die Endosomen- bzw. Lysosomenmembran in das Zytoplasma penetrieren 
kann. Neben physikalischen (EinschlieBen von Genpartikeln, osmotische, thermische oder elektrische Verande- 
rungen der Zellmembran) oder chemischen (organische Losungsmittel, Detergentien, Enzyme) Methoden zur 
Veranderung der Zellmembran wurden Trager fur Gene entwickelt, die deren Verschrnelzung mit der Zellmem- 
bran vennitteln. Hierzu gehoren Liposomen, kationische Polypeptide, dendrimere Porymere oder kationische 
amphiphile Substanzen (Ubersicht siehe bei Behr, Bioconjugate Chem. 5, 382 (1994); Afione et aL, Clin. Phanna- 
kokinet28, 181 (1995) und Feigner, Adv. Drug Delivery Rev. 5, 163(1990)). 

GroBere Bedeutung fur den Gentransfer haben synthetische kationische amphiphile Substanzen gewonnen 
wie beispielsweise Dioleoyloxypropyltrimethylammoniumbromid (DOTMA) im Gemisch mit Dioleoylphospha- 
tidylethanolamin (DOPE) oder Lipopolyamin (siehe Behr, Bioconjugate Chem. 5, 382 (1 994)). 

Der Wirkungsmechanismus dieser kationischen amphiphilen Substanzen bzw. Substanzgemische ist, daB sie 
durch einen OberschuB an kationischer Ladung sowohl die negativ geladenen Gene komplexieren als auch an 
die anionische Zelloberflache binden. Der amphiphile Charakter dieser Trager fuhrt zur Fusion mit der Zell- 
membran. 

Jedoch ist die zu erzielende Transfektionsrate immer noch deutlich geringer als mit viralen Vektoren. Deswei- 
teren wird die kationische OberschuBladung der Komplexe aus nichtviralen Tragern und DNA nach in vivo 
Applikation durch anionische biologische Substanzen (Proteme, Heparine etc.) neutralisiert, was zur Beeintrach- 
tigung der Bindung an Zellen fuhrt 

Die vorliegende Erfindung berucksichtigt die Oberlegung, daB Zellen Gene uber den Vorgang der Endozytose 
auraehraen konnen. Dem Vorgang der Endozytose folgt regelmaBig der enzymatische Abbau der fremden Gene 
in den Endosomen bzw. Lysosomea Nur solche Gene, welche sich diesem enzymatischen Abbau entziehen und 
durch die Membran der Endosomen/Lysosomen in das Zytoplasma und/oder in den Zellkern eindringen konnen, 
sind in der Lage, sich fiber die Transkription zti exprimierea Bei den erfindungsgemaBen ziebellspezifischen 
Vektoren wird in vivo die lokale Konzentration der Vektoren an der Zielzelle erhoht, da die erfindungsgemaBen 
Vektoren mit zielzelispezifischen Liganden versehen sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher zielzellspezifische Vektoren fur die Einschleusung wenig- 
stens eines Genes in Zellen eines Organismus umfassend folgende Komponenten: 

a) einen nicht- viralen Trager fur das einzuschleusende Gen, 

b) einen Liganden, der spezifisch an die gewfinschte Zielzelle binden kann, 

c) ein Fusionsprotein fur die Penetration des Vektors in das Zytoplasma der Zielzelle und 

d) das einzuf uhrende Gen. 

Bei den erfindungsgemaBen Vektoren sind die einzelnen Komponenten des zielzelispezifischen Vektors 
miteinander kovalent und/oder durch adsorptive Bindung verbunden. 

Bei den erfindungsgemaB verwendeten nicht-viralen Tragern (a) fur das Gen handelt es sich bevorzugt um 
Proteine, Polypeptide, Polysaccharide, Phospholipide, kationische Lipide, Glykoproteine, Iipoproteine oder 
Lipopolyamine, die durch Ehfuhrung positiv geladener Seitengruppen kationisiert sein konnen, wobei die 
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Bindung zwischen nicht-viralem Tr'jRnd positiv geladener Sehenkette durch adsoflp oder kovalente 
Binduni bewirkt wird Durch eine zusatzliche adsorptive oder kovalente Bindung von lipopfiUen Seitengruppen 
kannderTragerdesweiterenamphiphileEigenschaftenerlangen. , . ... - 

T einer be! onders bevorzugten Ausfuhrungsfonn handelt es sich bei dem mcht-viralenTrager (a) urn Albumin 

^DeXSdungsgemaB eingesetzte Ligand(b) kann spezifisch an die auBere Membran tierischer oder menschu- 

^n^eTolvtrzugten Ausfuhrungsform kann der Ugand (b) spezifisch an Endothelzellen binden tmd ist 

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus monoklonalen j Annk6rpern oder . d ?"^^ ent ^^^f » h 

rind fur Endothelzellen, endstandig Mannose tragende Glykoproteme^lykohpideoderPol^^ 

ne Wachstumsfaktoren, AdhisionsmolekQle oder, in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn, aus Glyko- 

DroteinenausderHQJlevonViren.dieeinenTropismusfurEndothekeUen^ 

Reiner Seren bevorzugten Ausfuhrungsfonn kann der Ligand spezifisch an glatte Muskebeller ^nwd 
ist ausgewaNtausderGruppe umfassend monoto^^ 

Aktin, Zellmembranrezeptoren sowie Wachstumsfaktoren oder, in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
fonn,ausGl y koproteinenausderHuUevonViren,d3eem^^^ 

toeiner weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn kann der Ligand (b) spezifisch bmden an Makrophagen 
und/oder Lymphozyten und ist ausgewahlt aus der Gruppe umfassend monoklonale Antikorper, spez£sch 
Snd fur Membranantigene auf Makrophagen und/oder Lymphozyten, intakte Immunglobuline oder Fc-Frag- 
mentfvon Hyklonalen oder monoklonalen Antikorpern, die spezifisch sind fur .M-*"^ * 
Dhagen und/oder Lymphozyten, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Mannose-endstandig tragende Pepttde, Prote- 

der Se von Vire.J insbesondere das HEF-Protein vom Influenza C-Virus nut Mutation m der NuHeo^pos^ 
Son 872 Oder HEF-Spaltprodukte des Influenza C-Virus enthaltend die katalyuscheTnade Senn-71, Hisndin 358 

^Bei1me7wetren a b1 Ivo^gSn Ausfuhrungsfonn kann der Ligand (b) spezifisch binden an Gliazellen und ist 
auseewahlt aus der Gruppe umfassend Antikorper und Antikorperfragmente, die spezifisch binden an Mem- 
branstrukturen von Gliazellen, Adhasionsmolekule, endstandig Mannose tragende Peptide, Proteme,L4pide 
oder Polysaccharide, Wachstumsfaktoren oder, in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn, aus Glyko- 
protemenausderHmievonViren,dieemenTropismusfurGUazellenhaben. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsfonn zeichnet sich dadurch aus, daB der Ligand (b) spezifiscfc bmden 
kann an blutbildende Zellen und ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Antikorper oder Antikorperfragmen- 
te, die spezifisch sind fur einen Rezeptor des Stem cell factors, IL-1 (msbesondere Rezeptortyp I oder ET), EL-3 
fmsbesondere Rezeptortyp (a oder 8), IL-6 oder GM-CSF, sowie intakte Immunglobuline oder • Fc-Fragmente, 
dTe S Spezmtat auf^eisen und Wachstumsfaktoren wie SCF, IL-1, IL-3, IL-6 oder GM-CSF sowie deren 

F T^tZi:^^^^^n der ligand (b) spezifisch binden an Le^ieze.len 
undistaiugewahltaus der Gruppe umfassend Antiko^ 

mente, die spezifisch binden an Membranstrukturen auf Leiikamiezellen, wie CD1* C D14, CD1 ^CD33 , CA- 
MAL. Sialosyl-Le. CD5, CDle, CD23, M38. IL-2-Rezeptoren, T-ZeU-Rezeptoren, CALLA oder CD19, sowie 
Wachstumsfaktoren oder davonabstammendeFragmente oder Retinoide. 

EmfSrebevorzugteAu^ 
zierte Zeflen binden kann und ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Annkorper, ^W^S™^ 
intakte Immunglobuline oder Fc-Fragmente, die spezifisch sind fur ein Virusantigen, das nach Infelcuon durch 
das Virus auf der Zellmembran der infiziertenZeueexprimiertwird. . 

SchlieBlich kann es sich bei dem Liganden (b) auch urn einen solchen handdn, der spezifisch binden kann an 
BroSepithelzelien, sinusoidale Zetlen der Leber oder Leberzellen und der bevorzugt ausgewahlt ^ aus der 
Gruppe umfassend Transferrin, Asialoglycoproteine, wie Asialoorosomucoid, Neogbrcoprotem oder Galactose^ 
tasuun. endstandig Mannose tragende Peptide, Proteine, Upide oder Po^sacchande, mtakte toraunglobulme 
oder Fc-Fragmente, die spezifisch an die Zielzellen binden und, in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form aus Glykoprotemen aus der HQUe von Vuen, die q 

In bevorzugter Ausftihrungsform ist das Fusionsprotein (c) ausgewahlt aus dem Hemagglutinin von Influen- 
za A- oder B-Viren, der HA2-Komponente des Haemagglutinins von Influenza A- oder B-Viren sowie Peptida- 
naloea Wervon,das NI2-PYotem von Influerua A^ 

proteinen von Filoviren, wie Marburg-Virus oder Ebola-Virus, Transmembranglykoproteine von ToUwumrus, 

Vesicular Stomatitis Virus, Semliki Forest-Virus, Tickborn Encephalitis-Virus, Fusionsprotemen des HlV-Virus, 

Sendai-Virus (insbesondere die Fl-Komponente) oder des respiratorischen syncytialen Virus (insbesondere die 

gp37-Komponente) sowie Fragmente dieser viralen Fusionsproteine oder der Transmembranglykoproteine, bei 

denendieTransmembranregionentferntwurde. 
InbevorzugterAusfuhrungsfomEegtdaseinzuhThrendeGen(d)mFormemesPlasmidsvor. 

Die erfindungsgemaflen Vektoren konnen als Arzneimittel oder Bestandteil ernes Arzneimittels eingesetzt 
werden, wobei die Vektoren bevorzugt zur Herstellung eines Arzneimittels fur die intravenose, intraarteneUe, 
intraportale, intrakraniale, intrapleurale, intraperitoneale oder lokale Einfuhrung ernes gewunschten Gens m 
bestimmte Zielzellen verwendet werden. 

Durch die erfindungsgemaflen zielzellspezilischen Vektoren wird erreicht, dafi nach parenteraler, bevorzugt 
intravenoser oder intraarterieUer Verabreichung des Vektors dessen Konzentration an der ZielzeHe erhoht und 
damit die Transfektionsrate der Zielzelle gesteigert werden kann. Dieser erfindungsgemaBe Vortedwird er- 
reicht durch eine synergistische Wirkungder einzelnenmiteinanderverbundenen Komponenten der erfindungs- 
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8e DSeheUs t SscheQ Uganden weisen eine hohe Spezifitat fQr die gewflnschten Ziejzflh auf. In bevorzug- 
ter Ausfuhrungsform handelt es sich hierbei um Virushttllproteine, die fur bestimmte Zellen spenfisch and. Je 
nach der gewQnschten Zielzelle wird ein geeignetes Virushullprotein ausgewahlt Da diese zielzellspeafischen 
Uganden, insbesondere die VirushQllproteine, an den Trager fur das gewQnschte Gen gekoppelt werden. wird 
erfeicht, daB das gewQnschte Gen uber den zielzellspezifischen Uganden an die Zielzelle bindet und sich an der 

nicSalraTrager fur das Gen sind in bevorzugter Weise solche Verbindungen, die bekanntermaBen 
eine lange Verweilzeit im Blut haben. Durch diese langere Verweilzeit un Blut wird erne moguchst lange 
Exposition der Zielzelle mit einer moglichst hohen Konzentration des Vektors erzielt, um hierdurch eine 
maximal mSgliche Bindung von Vektoren an die ZielzeDen flber die zielzeuspeanschen Uganden zu erreichen. 
In besonders bevorzugter Ausfuhrungsform werden diese nicht-viralen Trager kauomsiert, damrt erne Komple- 

t^SM^^^ auf. die fOr .die Pennon des Vektors 
aus den Endosomen oder Lysosomenin das Zytoplasma der WirtszeUe verantwortkch ^^"^"PT^ 
inen im Sinn der vorliegenden Erfindung werden also solche Proteine vers tanden, die emenEmtntt des Vektors 
in das Zytoplasma der Zielzelle ennoglichen. Derartige Fusbnsproteme sind vor anem von Viren bekannt 

Das einzufuhrende Gen kann in Form von Nukleinsaure kodierend fur das entsprechende Gen vorbegen, das 
gegebenenfatts mit den entsprechenden Steuerbereichen wie Promotoren eta versehen ist In bevorzugter 
Ausffihrunesform lieet das einzufuhrende Gen in Form eines Plasmids vor. 

WelSSenS? einsetzbaren nicht-viralen Trager for das Gen sind an sich bekannt ^cht-v,rale Trager 

wurdentoercic^ 

FXer, Adv^Deliv. Rev. 5, 163 (1990); Behr, Bioconjugate Chem. 5. 382 (1994); Ledley. Hum. GeneTher 6, 1129 
(19951 Bevorzugt eingesetzt werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Uposomen, kationische Uposo- 
men, die hergesteUt werden unter Verwendung von kationischen Upiden wie Stearylaminen, im Gemisch nut 
neutralen Phospholipiden, DioaadecyldimethylammoniumbromidtDDAX im Gemisch mit neutralen Phospnoli- 

Srca/bSy^cho y ieSl (DC-Choi). lA-Dimyristvloxypropyl-3-dimethyl-h^ 

(DMRIE) DimethylmocUdecylaniniomumbromid(DDAB) t U-Dioleoyloxy-3KtnmethyIammomo)propan (DO- 

T Als nicht-virale Trager sind auch kationische Polypeptide und Proteine geeignet wie beispielsweise Polylysin, 
Protaminsulfate, Histone, Polyomithin. Polyarginin oder kationische '^^ 1 ^9 ta ^^^^^ 
weise Dioctadecylamidoglycylspennin (DOGS). WP^toylphospha^^ 
Butyl-N'-tetradecyl-3-tretradecylaraino^^^ 

DA, DTAB, TTAB, CTAB oderTMAG oder kationische Polysaccharide, wie beispielsweise Diethylanunoethyld- 
extransowiekationBcheorgamschePolymerewiebeispielsweiseP^ybrena ri nrmn K mn 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform konnen zur Erhohung der Transfektionsrate Formubenin- 
gen von kationischen Upiden und Upopolyaminen (komplexiert mit DNA) erganzt son durch Zumischung von 
neutralen Phospholipiden, wie Dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE). ,. , _ 

bXsonders bevorzugter Ausfuhrungsform handelt es sich bei den nicht-viralen TrSgern um Verbindungen, 
deren G^ oder kationisierte wasserlosliche Polypeptide. Proteme, Glykoproteine. 

Upoproteine oder Polysaccharide sind, die durch EinfQhrung (gegebenenfalls zusatzhcher) hpophiler Gruppen 
ein aniphiphiles Verhalten aufweisen. Bei den Grundsubstanzen handelt es sich bevorzugt un, wasserioshche 
Trager; wie Proteine, Glykoproteine. Upoproteine oder Polysaccharide. In besonders bevorzugter Ausfuhrungs- 
fonn handelt es sich bei dem Trager um Albumin oder Xylan. r^.^ck. 

Als kationische Gruppen sind solche Stniktureinheiten nut posmver Ladung geeignet, die an die Grundsub- 
stanz gebunden werden konnen. Bevorzugt handelt es sich bei den kationischen Gruppen um S^tureinheiten, 
die unter Dhvsiologischen Bedingungen Amfa(>-, Guamdmo- oder Iinidazolyl-Funktionen aufweisen. Die kattoni- 
SeT GruppS Een an die Grundsubstanzen mit den bekannten Methoden der Konjugation gekoppelt 
werden. FQr Aminofunktionen kommt beispielsweise die Kopplung nut Diammen wie Ethyiendianun oder 
Hexamethylendiamin in Frage. Freie Aminogruppen k8nnen auch mit Methyhodid methyhert werden oder es 
kann eine Reaktion etnseitig abreagierterGhitaraldehydgruppenmit GirardT Reagenz erfolgen[Roser, Disser- 
ve EutfK* von Guanidino- und limdazolyK5ruppen erfolgt durch Kopplung der entsprechenden basi- 
schen Aminosluren mit den nachfolgend beschriebenen Methoden. Bevorzugt wird eine Kopplung an Albumin 
mitHilfevonGlutaraldehyd(Roser,DissertationBasel(1990)X ...... . • k „ i 0 j„ n(T 

Die Anzahl der einzufuhrenden kationischen Gruppen hangt ab von der Anzahl der anionischen Ladung des 
Genes bzw. der Nukleotidsequenz, mit welcher der Trager komplexiert werden sou. Vorzugsweise soUte der 
Komplexinsgesamteineneutrale oder kationische Ladung aufweisen. • u 

Als lipophile Gruppen gelten alle Struktureinheiten, die zu einer Erhohung der Losuchkeit m organischen 
Losungsmitteln, wie beispielsweise OctanoLfuhren. „ _ „..,„.. 

Als lipophfle Gruppen gelten insbesondere ungesattigte Fettsauren, wie z. B. Olsaure, die als Ester, Saurechlo- 
ride und Saureanhydride Anwendung finden. D . . 

Die EinfQhrung der lipophilen Gruppen erfolgt mit bekannten Methoden der Konjugation. wie z. B. durch 
Acylierung, dh. Umsetzung von Saurechloriden, Saureanhydriden und Estern mil :pnndra und ^sekundaren 
SU4beiSeebacKAngew.Chenue81.690(l969)u«iSatcheU,O^ 

Die Anzahl der einzufuhrenden lipophilen Gruppen hangt ab von dem Grad der Upophihe der Grundsub- 



stanz. 
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Als Liganden, die spezifisch an diULschte ZielzeUe binden konnen, kann eine von Strokturen 

Verwendung linden. Die Auswahl der geeigneten Uganden richtet sich nach den ZielzeUen, fur dieder Vektor 
spezifisch sein solL Bei den Liganden handelt es sich in der Regei urn Proteme Polypeptide ^oder Glykoproteine, 
welche eine hohe spezifische Affinitlt zu Membranbestandteilen auf ausgewabJten ZeUen (ZielzeUe) aufwe^ea 
to Abhangigkeit von der ZielzeUe konnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung die foigenden Liganden 
Verwendung finden: 

I) Liganden fur EndothelzeUen 
a) Nicht-virale Liganden 

Als Uganden dienen Substanzen, welche bevorzugt an die Oberfltcbe von EndothelzeUen. insbesondere von 
profiferilrenden EndothelzeUen, binden. Hierzu gehoren Antikdrper oder Anukorperfragmente, genchtet ge- 
Membranstrukturen von EndothelzeUen, wie sie beispielsweise von Burrows et aL (Pharroac. Then 64 155 

ben wurden. Insbesondere zahlen hierzu Antikdrper gegen die VEGF-Rezeptoren. 

Die murinen monoklonalen Antikdrper sind bevorzugt in humanisierter Form einzuseteeiL Die Humaniste- 
rung erfoS S der von Winter et aL (Nature 349, 293 (1991)) und Hoogenbooms et aL (Re^ Tr Transfiis. 
wTrLhiol \fi iq <lM3\l dareesteUten Weise. Antikorperfragmente werden entsprechend dem Stand derTecb- 
231 bSebwS d^von Winter et X Naiure 349, 293 (1991); Hoggenbooms et aL. Rev. Tr. 

l0, SS^^^^^»^ alle Wirkstoffe, welche an Membranstrukturen oder ^^ezep- 
toren auf EndothelzeUen binden. Beispielsweise gehSren hierzu Substanzen, die endstandig Mannose entihalten 
des weiteren IL-1 oder Wachstumsfaktoren oder deren Fragmente b ^ T ^ u F e ^ 0 ^ e ^^ 
Rezentoren exprimiert durch EndothelzeUen binden, wie beispielsweise PDGF, bFGF, VEGF, TGFp (Puszmn 
et aLJ. PathoL 169. 191 (1993)1 Des weiteren gehSren hierzu AdhfcionsmolekOle, welche an aktmerte und/oder 
proBferierende EndothelzeUen binden. Derartige Adh^ionsmolekQle. wie be.sp.elswe.se S ^ JLFA-U MAC-1. 
LECAM-1 oder VLA-4, wurden bereits beschrieben (Obersichten bei Augustm-Voss et aL,J.CelL BioL 1 19, 483 
(1992); PauUetaL Cancer MetastRev.9, 175(1990); HonnetaL Cancer MetastRev.il, 353 (1992)). 

b)Virale Liganden 

Zu den Uganden im Sinne dieser Erfindung gehoren insbesondere Glykoproteine der HuUe von Viren, die 
einen Tropismus fur EndothelzeUen habea Zu diesen Viren gehoren beBpielswe.se: 

— FUoviren, beispielsweise 

-das Marburg-Virus 

rnitseinemHuUproteinGP(glycoproteb)undsGP(secondglycoprotem) . „ ... , 

(Kfley et^L, J. General Virotogy 69, 1957 (1988); Wdl et aL, J. ViroL 67, 1203 (1993); Schmttler et aL J. 
Oia Invest 91, 1301 (1993); Feldmann et aL Virus Res. 24, 1 (1992)) 
— oder das Ebola-Virus 

ieweUsmitseinemHuUproteinGPundsGP 

sSder et aL J. Clin. Invest 91, 1301 (1993); Volchov et aL ViroL 214, m press (1995); Jahrhng et aL 
Lancet 335, 502 (1990), Feldmann et aL Arch. ViroL 7, 81 (1993); Geisbert et aL J. Comp Path. 106, 137 

(1992)) 

— das Cytomegalovirus, 

140 111 (1995* Koskines, Transplant 56, 1103 (1993); Scholz et aL, Hum. ImmunoL 35 230 (1992), Al^ini et 
(1984);SpaeteetaL,J.ViroL64,2922(1990)) 

(ElSfeTat PN^Ss^M); Key et aL, Lab, Invest 68, 645 (1993); Kubota et al, J. ImmunoL 138, 
1137(1987)) 

(icK^^ 
149(1991)) 

— das Masern-Vims 

(Mazure et aL, J. Gea ViroL 75, 2863 (1994)) 

— das Hantaan-Virus 

(Pensiero et aL, J. ViroL 66, 5929 (1992); Zhu, Chinese Med. J. 68, 524 (1988)) 

— Alphaviren, wie Semliki Forest- Virus 
(Jakob, J. Med MicrobioL 39, 26 (1993)) 

— das Virus des epidemischen, haemorrhagischen Fiebers 
(Yi, Chinese J. PathoL 21, 177 (1992)) 

— das Poliovirus 

fr™rWe et aL ViroL 174. 95 f!990^ 
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> Ho 1 % Cochsackie B3) (Kirkpatrick et aU Am. J. 4£ 1 



— Enteroviren (wie z. B. Echo 12, Cochsackie B3) (Kirkpatrick et aL, Am. J. 1 18, 15 (1985)). 

2) Liganden fur glatte Muskelzellen 
a) Ntcht-virale Liganden 

Als Liganden sind beispielsweise Antikdrper oder Antik6rperfragmente,gerichtet gegen Membranstrukturen 
von glatten Muskelzellen zu verwenden, hierzu gehSrt 

— der Antikorper 10F3(Printseva et ai, Exp. Cell Res. 169, 85 (1987); American J. Path. 134,305(1989)) 

— Antikorper gegen Actin 

— Antikorper gegen Angiotensin II-Rezeptoren . . . , . 

— Antikorper gegen Rezeptoren hlr Wachstumsfaktorenoder Antikdrpergerichtet beispielsweise gegen 

— EGF-Rezeptoren 

— PDGF-Rezeptoren 

— FGF-Rezeptoren 

— gegen Endotbelin A-Rezeptoren. 

Zu den Liganden gehoren des weiteren alle Wirksubstanzen, welche an Membranstrukturen oder Membran- 
rezeptoren auf glatten Muskelzellen binden (Obersicht bei Pusztai et aL J. PathoL 169, 191 (1993), Hams, Current 
Opin. BiotechnoL 2, 260 (1991)). Beispielsweise gehoren hierzu Wachstumsfaktoren oder deren Fragmente bzw. 
TeUsequenzen von ihnen, die an Rezeptoren exprimiert durch glatte Muskelzellen binden wie beispielsweise 

— PDGF 

— EGF 
-TGFp 

— TGF 1 

— FGF 

— Endothelin A- 

b)Virale Liganden 

Zu den Liganden im Sinne dieser Erfindung gehSren jedoch besonders Glykoproteine der Hulle von solchen 
Viren, die einen Tropismus fur glatte MuskelzeUen haben. Zu diesen Viren gehort beispielsweise das Cytomega- 
lovirus (Speiret ai, Science 265,391 (1994)). 

3) Auswahl des liganden fur Makrophagen und Lymphozyten 
a) Nicht-virale Liganden 

Zu den Uganden, die an die Oberflache von Makrophagen und Lymphozyten spezifisch binden, gehoren 
Antikorper oder Antikorperfragmente gerichtet gegen Membranstrukturen von ImmunzeUen, wie sie beispiels- 
weise von Powelson etaL, Biotech. Adv. 11, 725 (1993) beschrieben wurden. 

Des weiteren gehoren zu den Liganden auch monoklonale oder polyklonale Antikorper oder Antikorperrrag- 
mente, die rait ihren konstanten Domanen an Fc-v- oder Fc-e-Rezeptoren von ImmunzeUen binden (Rojanasakul 
et aL, Phaim Res. 11, 1731 (1994)), insbesondere gehort hierzu das Fc-Fragment von humanem polyklonalem 
Immunglobulin. Derartige Fc-Fragmente werden beispielsweise entsprechend der Methoden von Haupt et aL 
Klin. Wschr. 47, 270 (1969); Kranz et aU Dev. BioL Standard 44, 19 (1979); Fehr et aL, Adv. Oin Pharmacr6, 64 
(1974); MenningeretaLImmunochem. 13, 633 (1976) hergesteUt 

Zu den Uganden gehoren des weiteren alle Substanzen, welche an Membranstrukturen oder Membraiu-ezep- 
toren auf der Oberflache von ImmunzeUen binden Beispielsweise gehdren hierzu die Zytokme IL-1, IL-2, IL-3, 
IL-4, IL-6, IL-10, TNF* GM-CSF, M-CSF des weiteren Wachstumsfaktoren wie EGF, TGF, FGF, IGF oder 
PDGF, oder deren Fragmente bzw. Teilsequenzen von ihnen, die an Rezeptoren exprimiert durch derartige 

Ze 11 en binden. . . . . , w 

Hierzu gehoren des weiteren Liganden, welche an Zellmembranstrukturen, wie beispielsweise den Mannose 
6-Phosphat-Rezeptor auf Makrophagen in Mflz, Leber, Lunge und andere Gewebe binden. Diese Uganden und 
Membranstrukturen sind ubersichtlich bei Perales et al, Eur. J. Biochem. 226, 255 (1994) beschneben. 

b)Virale Liganden 

Zu den Uganden im Sinne dieser Erfindung gehoren jedoch besonders Glykoproteine der Hulle von solchen 
Viren, die einen Tropismus fur Lymphozyten und/oder Makrophagen haben. 
Zu diesen Makrophagen infizierenden Viren gehoren beispielsweise: 

— HIV-l 

besondere solche Starome mk Mutationen in der V3-Region von gpl20, die zu einer erhShten Binding an 
Makrophagen fiihren, z. B. beschrieben von Kim et aL, J. ViroL 69. 1755 (1995); Valentin et aL, J. ViroL 68 
6684 (1994); Collin et aL, J. Gen. ViroL 75, 1597 (1994); Shoida et aL, PNAS 89, 9434 (1992); Chesebro et aL, J. 
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roL 66, 2577 (1992); Liu et aU J. ViroL 64, 614^^)); Broder et al, 
PNAS 9i 9004 (1995); Cangue et aL, ViroL 208, 779 (1995) 

-Hrv-2 

(Valentin et aL, J. ViroL 68, 6684 (1994)) 

— Hantaviren, beispielsweise das Punmalavirus 
(Temonen et aL, ViroL 206, 8 (1995) 

(Fa^raUA^RespXrit Care Med 149, 495 (1994); Kondoetal. PNAS 91, 11879 (1994); IbanezetaUL 
ViroL 65, 6581 (1991)) 

(BecSSlS 

— Herpes simplex-Virus 

(Plaeger-Marshall et aL, Pediatric Res. 26, 135 (1989)) 

(ScSe? et aL, J. Clin. Invest 91, 1301 (1993); Zaki, Eur. Conf. Tropical Med p2 (A22), Hamburg, Germany 
(1995). 

Zu den Lyraphozyten infizierenden Viren geh5ren beispielsweise: 

— VarizeUa-Zoster-Virus (VZV) 
VZV infiziert besonders T-Zellen 
(Moffat et at J. ViroL 69, 5236 (1 995)) 

— Herpes Vims 6 (HHV-6) 
HHV-6 infiziert besonders T-Zellen 

(Takahashi et aL, J. ViroL 63, 3161 (1989); Lusso et aL, J. Exp. Med 181, 1303 (1995); Frenkel et aU Adv. Exp. 
Med BioL 278, 1(1990)) 

— Rabies- Virus 

Rabies Virus Hiillprotein bindet besonders an TH2-ZeUen 
(Martinez-Arends et aL, Clin. ImmunoL Immunopath. 77, 177 (1995)) 

Hrv-i 

Das Glykoprotein gpl20 bindet bevorzugt an das CD4 Molekfll von T-Zellen 
(Heinkelein et aL, J. ViroL 69, 6925 (1995)) 

— HTLV-II 

HTLV-II infiziert besonders B-Zellen 
(Casoli et aL, ViroL 206, 1 126 (1995)) 
-HTLV-I 

HTLV-I infiziert besonders T-ZeUen 

(Persaud et aL, J. ViroL 69, 6297 (1995); BoyeretaUCell ImmunoL 129,341 (1990)) 

— Influenza C-Viren , „ VT . rt „ 
Influenza C-Viren binden uber das Haemagglutinin-Esterase-Fusions- (HEF) -Protein an N-acetyl-9-B-ace- 
tylneuraminsaure(Neu5^ Ac} wekhe bevorzugt auf B-Lymphozyten, weniger odermchtauf T-Lympfaozy- 

(Herrier etXEMBO-J. 4, 1503 (1985); Kamerling et aL, BBA 714, 351 (1982); Rogers et aL, J. BioL Chem. 261, 
5947 (1986)) 

— Influenza C-Viren mit Mutation in der Nukleotidposition 872 (die die Position 284 des HEF der Amino- 
sauresequenz kodiert) beispielsweise ein Austausch des Threonins durch Isoleucin. 

Das Oberflachenprotein HEF mit dieser Mutation hat eine deutlich starkere Afflnitat ziim N-acetyl-9-O-ace- 
tyineuraminsaure-Rezeptor als das Wildvirus. 

(SzepanskietaL,ViroL188,85(1992)) ^ _ 

_ HEF Spaltprodukte des Influenza C-Virus, welche die Bindestruktur fur N-acetyl-9-p-acetylneuramm- 

Dtee Btode^^ ist definiert durch die katalytische Triade Serin-71, Histidin 368 oder -369 und Arspa- 
raginsaure 261 

(Pleschka et aL, J. Gen. ViroL 76, 2529 (1995)) 

— Epstein-Barr Virus. 

EBV infiziert besonders B-Zellen 

(Miller- Yale, J. BioL Med 55, 305 (1982); Garzelli et aL, ImmunoL Lett 39, 277 (1994); Counter et aL, J. ViroL 
68,3410(1994); Wang et aL, J. ViroL 62,41 73(1988)) 

— Herpes simplex- Virus-2 

HSV-2 infiziert besonders an T-Zellen 
(KuceraetaL, Viral Imrnun. 2, 11(1989)) 

— Maseru virus 

(Jacobson et aL, J. Gea ViroL 63,351 (1982)) 

4) Auswahlder Liganden furGliazellen 
a) Nicht-virale Liganden 
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a i i iffanH <i„rl des weiteren sSBLen anzusehen, welche an die Oberflache von^^Uen binden Hierzu 

ren gehSrcn des weiteren Neuraladhasionsmolekule wie N-CAM, insbesondere dessen Porypepndkette C(Ny 
'aJSS'iSS? fes'Sffiktetoffe, welche an Membranstrukturen oder Membranrezeptoren auf 
Mannose-6-Phosphatrezeptorbinden(Per^eset^ 

b)ViraleLiganden 

Zu den liganden im Sinne der Erfindung gehoren insbesondere Glykoproteine der HQlle von solchen Vu-en, 
die einen Tropismus f Or Gliazellen haben. 
Zu diesen Viren gehoren beispielsweise: 

-HIV-lSubtypJRFI 
20 (SharplessetaUJ.V 1 roL66,2588(l992) 

5) Nicht-virale Liganden fur blutbildende Zellcn 

25 Zu den Uganden geh5ren Antik5rper oder Annkorperfragmente, die gerichtet sind gegen Rezeptoren, die 
insbesondere exprimiertwerdenauf geringdifferenziertenBlutzeUen. 
DeSrtige Skorper sind beispielsweise for folgende Rezeptoren beschnebenworden: 



Derartige 

- Stem Cell Factor Receptor 

- IL-l-Rezeptor (Type I) 

- IL-l-Rezeptor(TypeII) 

- lL-3-Rezeptora 

- IL-3-RezeptorP 
« - IL-6-Rezeptor 

- GM-CSF-Rezeptor. 



ren exprimiert durch derartige Zeilen bindea 
45 6) Nicht-virale Uganden fur Leukamiezellen 

. ^^^^ 

lwJ??iLffltt57 327 iWreedmentetaUC^ceH^ 

mS£5£ Si- monoklonale Antikorper oder deren antigenbindende Annkorperfragmente 

55 geeignet: 
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Zellen 



Membranantigen 
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monoklonale 
beschrieben von 



^fciko 



rper 



AML 



CD13 



CD14 
CD15 



CD33 



CAMAL 

Sialosyl-Le 



Kaneko et al., Leuk. Lymph. 14 , 
219 (1994) 

Muroi et al.. Blood 79, 713 
(1992) 

Ball, Bone Marrow Transplant. 
3, 387 (1988) 

Guyotat et al.. Bone Marrow 
Transplant. 6^ 385 (1990) 
Campos et al., Eur. J. Cancer 
28, 37 (1992) 

Jurcic et al.. Leukemia £, 244 
(1995) 

Caron et al. , Cancer 73, 1049 
(1994) 

Shellard et al., Exp. Hematol. 
19, 136 (1991) 

Muroi et al., Blood 79, 713 
(1992) 



B-CLL 



CD 5 



CDlC 
CD23 



Kaminski et al.. Cancer Treat. 

Res. 38, 253 (1988) 

Tassone et al.. Immunology 

Lett. 39, 137 (1994) 

Orazi et al., Eur. J. Haematol. 

47, 28 (1991) 



rdiotypen und Isotypen der Membranimmunglobuline 
Schroeder et al., Immunol. Today 15 f 289 (1994) 



T-CLL 



CD33 
M38 



Imai et al., J. Immunol. 151 , 
6470 (1993) 



ALL 



I L-2 -Rezep toren 
T-Zell-Rezeptoren 

CALLA 
CD19 

Non-Hodgkin 
Lymphoma 



Waldraann et al.. Blood 82, 1701 
(1993) 

Morishima et al. , Bone Marrow 
Transplant. 11, 255 (1993) 
Anderson et al., Blood 80, 84 
(1993) 

Okazaki et al . , Blood 81 , 84 
(1993) 
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schrieben, en 



Die murinen raonoklonalen AmflPfer sind bevorzugt in humanisierter Form <^^^ p» H ? m, f? e ' 
rung erfolgt wie bereits beschrieben. Antikorperfragmente werden, wie bereits beschneben, entsprechend dem 

St Zu (ten UgS^gEeJdes weiteren alle Wirkstoffe, welche an Membranstrukturen oder Membranrezep- 
toren von Leukamiezellen binden. Beispielsweise gehoren hierzu Wachstumsfaktoren oder deren Fragmente 
bzw.Teilsequenzen von ihnen, die an Rezeptoren exprimiert d^^^^Pj^";. p „ , 71 ftM|V 
Derartige Wachstumsfaktoren wurden bereits beschrieben (Obersichten bei Cross et aL, ^CeU 64^271 (1991). 
Aulitzky et aU Drugs 48, 667 (1994); Moore, Clin. Cancer Res. 1. 3 (1995); Van Kooten et al, Uuk. Lymph. 12, 27 
(1993)). Beispielsweise gehoren zu ihnen: 

- IFNa bei Non-Hodgkin Lymphomen 

-IL-2besondersbeiT-Zell-Leukamien . . . 

- FGF bei T-ZeU monozytaren, -myeloiden, -erythroiden und -megakaryoblastischen Leukamien 
-TGF0 bei Leukamien . 

- Retinoide, z. B. "Retinoic acid" bei akuter promyelozytirer Leukamie. 

7) Nicht-virale Liganden f Or infizierte Zellen 

Zur Therapie von Infektionserkrankungen gehoren zu den Liganden Antikorper oder Antikorperfragmente^ 
gericitetgeSndTelnfektio^erreger.Be^ 

- HBV 
-HCV 
-HSV 
-HPV 
-HIV 

- EBV 
-HTLV. 

Des weiteren gehoren zu den Liganden auch monoklonale oder polyklonale Antikorper odei -Antikorperfrag- 
mente. diemit ihrenkonstantenDomanen an Fc-y- oder Fc-s-Rezeptoren von Iinmunzenen binden. 
^SSSaZmdkknAn Antikorper sind bevorzugt in humanisierter Form emzusetzea Die Humane 

Tud^Sg^ 

toren auf def Oberfltche von virusmfizierten Zellen binden. Beispielsweise gehoren hiemi ^Wacl^tu^atooreiv 
wie Zytokine, EGF, TGF, FGF oder PDGF, oder deren Fragmente bzw. Tedsequenzen von ihnen, die an 
Rezeptoren exprimiert durch derartige Zellen binden. 

8) Liganden fQr weitere Parenchyrazellen 
a) Nicht-virale Liganden 

Hierzu gehoren Liganden, welche an Zellmembranstrukturen binden, welche selektiv sind fur bestimmte 
Gewebe. Hierzu zahlen beispielsweise: 



50 



Membrans truktur 

Asialoglycoprotein- 
Rezeptor 



55 Transferrin-Rezeptor 



Liganden 



Gewebezellen 
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Insulin-Rezeptor 



Fc-y-Rezeptoren 



As ialoorosomuco id 

Neoglycoprotein 

Galactose 

Transferrin 



insulin 



Immunglobulin G 



Leberzellen 



Leber, andere 
Gewebezellen 

Makrophagen in 
Milz, Leber , 
Lunge , andere 
Gewebe 

retikuloendo- 
theliales Sy- 
stem, andere 
Gewebe 
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Diese Liganden und Membranstrukturen sind fibersichtlich bei Perales et al, Eur. J. Biochem. 226, 255 (1994) 
beschrieben. 

b)Virale Liganden 

Zu diesen Liganden hn Sinne der Erfindung gehoren jedoch besondenGlykoproteinederHOUe vonViren,die 
einen Tropismus fur ausgewahlte Zellen haben, wie beispielsweise fur 

— Bronchialepithelzellen 

- Respiratory syncytial virus 

(Becker etaL,AiaJ. Resp.Cell MoL BioL6,369(1992)) 

— Leberzellen 

aj^^SSZ. Internat 44, 832 (1994); Carlom et d. Arch. ViroL 8, 31 (1993); Prince et aU Curr. 
Stud. Hemat Blood Trans. 61, 195 (1994)) 

LebeSei binden z. R das Marburg-Virus fiber den Asialoglykoprotein-Rezeptor 
(Becker etaL,J. Gen. ViroL 76,393 (1995)) 

LeberaeUen bindenbevorzugt fiber den Asialoglykoprotein-Rezeptor an der preS2 und preSl Domine 
fSmmfcu'et aL T Med. ViroL 20, 313 (1986);Treichel et aL, J. Gen. ViroL 75, 3021 (1994); GerUch et aL J. 

etaLPNAS 86, 1875(1989)) 

- Hepatitis D-Virus 

(Colombo et aL, J. HepatoL 12, 64 (1991)) 

— lebersinusoidale Zellen 

- Hepatitis V- Virus 

HBV wird gebunden fiber Fibronectin 
(Budhowska et aL, J. ViroL 69, 840(1995)) 

9) Liganden ffir die Prophylaxe von Infektionserkrankungen 

Fur die Prophyiaxe von Infektionserkrankungen sind als Liganden alle Substanzen geei gnet^ • welche an 
Zetoembrans^Sukturen von Makrophagen und/oder Lymphozyten bindea Derartige Liganden wurden bereits 
beschrieben. 

Herstellung viraler Liganden 

Virale Lieanden werden entweder durch Ldsung der Envelopeproteine aus einer Viru^eicherung mitWlfe 
von Deurgelen (4 beispielsweise B-D-octylgluco P yranosid) und Abtrennung durch Z^^h^n 
Ikht bei Mannino et aL, BioTechniques 6. 682 (1988 gewonnen oder aber nut Hilfe von dem Fachmann 
betan^^^ 

(1992)) beschrieben wurden. 

ErfindungsgemaB Yerwendete Fusionsproteine(c) 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden Proteine verwendet, welche fusiogene Bgenschaften habea 
De^gTp^tem Sfen direkt mit zlllmembranen fusionieren. Bnc Reihe von Wen besrtzen fusiogene 
HuKeinTsobeispielsweh 

(1 Zu den fusiogenen Proteinen im Sinne dieser Erfindung gehSren des weiteren auch solche Glykoproteine^ 
wekhe ersn S Internalisierung in Endosomen und bei sauerem pH mit der ZeUmembran oder Endosomen 

^TemevonVireabesitzenG!^^^ 

nachiolgenddieZellinembranfusion(GaudinetaLJ.GeaViroL76,15« 
Derartige Proteine werden beispielsweise von Alpha-, Rhabdo- und Orthomyxoviren gebildeL 

Virale Fusionsproteine 

Virale Fusionsproteine im Sinne der Erfindung wurden Obersichtlich beschrieben von 1 Hughson, ^em Bk>L 
5 265(1995t;Ho?^ BioenergericsBiomembranes 22,675 (1990); White, Ann. Rev.Phys.oL52,675(1990)). 
' Fusionsproteine im Sinne dieser Erfindung sind beispielsweise: 

- das Haemagglutinin von Influenza A- oder B-Viren, insbesondere die HA2-Komponente 
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fehlLdiejedoch Haemagglutinationbewirken. 
(HausinannetaUJ.Gen.ViroL76,1719(1995) 

- Peptidanaloea des Influenza-Virus Haeraaggluunins 
(Wharton et al, J. Gen. ViroL 69, 1847 (1988)) 

- das HEF-Protem des Influenza C- Virus . SDaltune des H EFo in die Untereinheiten 

m££S£ 182, 353 (1991); Will et J. J. ViroL 6 7,1203(1993);Kfleyetal, J-Gen. V.ol69, 
1957 (1988); Geyer et al, GlycobioL 2, 299 (1992)) 

SSXi :SS 147. 169 

1957 (1988); Feldmann et aU Arch. ViroL 7, 81 
( lSransmembranglykoprot^ 

b^SS&HSsr^ ...... 

^^°F^«..7«83(lM4) ! B« W >«-.N«iA«id,Itel3.l5»(l»?) 

Herstellung viraler Fusionsproteine 

WaleFusionsproteinewer^ 
Hilfe von Detergentien (wfe £»*•■•■> KSSSS^ J! aber mit Hufe von dem Fachmann 

beschrieben fur 

_ das InfliKnza-Haemaggutimn ^ ^ ^ ^ (1985); 

(Bullough et aL, J. MoL BioL 236, 1262 (1994), et ^ Rev . Biochem. 56, 365 (1987); 

s£k«£^ 

- das HEF-Protein von Influenza C 

(Pfetfer et al. Virus. Res. 1, 281 (1984); Hwrleret aUViroL 1 13,439 1981)) 

- das Transmembranglykoprotein von FUoviren, w.e beispielsweise 

JwflfeK^^^ 

^othS^'eSEBS Lett 305.181(1992); WoL214. in P ress(l995); Sanchez etaU Virus Res. 29.215 
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(1993); ViroL 1 57, 414 (1987^8^ et aL, ViroL 163, 169 (1985)) 

— das Transmembranglykoprotein desTollwutvirus 
(Gaudin et aL J. ViroL 65, 4853 (1991); ViroL 187, 627 (1992); Rose et al, J. ViroL 43, 361 (1982); Witte et aL, 
ViroL 185, 681 (1991)) 

— das Transmembranglykoprotein des Vesicular Stomatitis-Virus 

(U et 2U, J. ViroL 67, 4070 (1993); Riedel et aL, EMBO-J. 3, 1477 (1984); Lyies et ai, Biochem. 29, 2442 (1990); 
Metsikko et aL, EMBO-J. 5, 3429 (1 986)) 

— das Transmembranglykoprotein des Semliki Forest- Virus 

(Garoff et aL, Nature 288, 236 (1980); Kielian et aL, J. ViroL 64, 4614 (1990); Kondor-Koch, J. Cell BioL 97, 644 
(1983)) 

— das Transmembranglykoprotein des Tickborn Enzephalitis-Virus 
(Guirakkoo et aL, J. Gen. ViroL 72, 1323 (1991); Heinz et aL, ViroL 198, 109 (1994)). 

Konjugation der Liganden und Fusionsproteine an den Trager 

Die Konjugation der Uganden und Fusionsproteine an den Trager wird mit dem Fachmann bekannten 
Methoden durchgefuhrt 

Beispiele fur nichtkovalente Bindungen 

— Trager- Biotin Avidin-S-S-Ligand 
Hashimoto et aL, ImmunoL 132, 129 (1984) 

— Trager — bispez. Antikorper Ligand 
Raso et aL, ImmunoL Rev. 62, 93 (1982) 

Beispiele fur kovalente Bindungen 

— Bindung an Protein-NH2-Gruppen 
Carlson et aL, Biochem. J. 173, 723 (1978) 

notwendiges Reagenz: N-succinimidyl-3-(2- pyrdylthio)-propionat (SPDP) 

SDDP-dithiothreitoI 

Carlson et aL, Biochem. J. 173, 723(1978) 

2- iminothiolan 

King et aL, Biochem. 17, 1499 (1978) 

2^-iminothiolan +■ 4,4 dithiopyridin 
King et aL, Biochem. 17, 1499 (1978) 

3- memyl-3(4-dhhiopyridyl)raercaptopropionimidat 

N-acetylhoraocysteine thiolacton 
Reiner et aL, J. MoL CataL 2, 335 (1977) 

acetylmercaptosuccinic anhydrid + NH2OH 

Klotz and Heineg, Arch. Biochem. Biophys. 96, 690 (1979) 

m-maleimido-berizoyl-N-hydroxysuccinimidester 
Liu et aL, Biochem. 18, 690 (1979) 

succinimidyl-4^-mdeirnidome 

Yoshitake et aL, Eur. J. Biochem. 101, 395 (1979) 

N-succinimidyliodoacetat 

Rector et aL, J. Immun. Meth. 24, 321 (1978) 

4- hydroxy,3-nitromethylbenzimitat + acetimidat 4* NajS204 
Muller and Pfleiderer, J. AppL Biochem. 1,301 (1979) 

4-hydroxy,3-nitromethy!benzimitat + acetimidat + NaNCk 
Muller and Pfleiderer, J. AppL Biochem. 1, 301 (1979) 

oxidiertes Dextran + borohydrid 
Hurwith et aL, Eur. J. Cancer 14, 1213 (1978) 

— Bindung an Protein-Hydroxy-Gruppen 



1 



196 05 279 Al 




notwendiges Reagen2:cystami8Bferbodimid 

Erlanger et aL, Meth. Imm. Immunochem. 1, 144 (1967) 
Gilliland, Cancer Res. 40, 3564 (1980) 

- Bindung an Protein-SH-Gruppen 
notwendiges Reagenz: Protein-SH 

Ghose and Blair, CRC CriL Rev. Ther. Drug Carrier Syst 3, 263 (1987) 

Protein-SH + NaAOe 

Masuko et aU BBRC 90, 320 (1979) 

Ellraan's reagenz 

Raso and Griffin, J. Immunol. 125, 2610 (1980) 
_ Bindung an Protein-Aldehyde-Gruppen 

notwendiges Reagenz: Periodat 
Hurwitz et aL, Cancer Res. 35, 1 175 (1975) 

- Bindung an Protein-COOH-Gruppen 

notwendiges Reagenz: cvstamin + carbodiimid 
Gilliland, Cancer Res. 40, 3564 (1980). 

Auswahl der Nukleotidsequenzen fur das einzufuhrende Gen (d) 

Die mit dem Trager zu komplexierenden Nukleotidsequenzen konnen DNA- oder RNA-Sequenzen sein. Im 
einfachsten Falle sind es nackte Nukleotidstrange, die das Gen, welches das gewunschte Protein kodiert, 
beinhalten Dieses Gen kann erganzt sein mit zellspezifischen oder vinisspezifischen Promotorsequenzen, 
desweiteren mit Promotormodulea . 

Zur Verstarkung und/oder Veriangerung der Expression des Genes konnen des weiteren virale Promotor- 
und/oder Enhancersequenzen dem Gen zugeffigt werden. Derartige Promotor- und/oder Enhancersequenzen 
sind beispielsweise von Dillon, TiBTech 11, 167 (1993) fibersichtfich dargestellt Beispielsweise smd deraruge 
Promotor- und/oder Enhancersequenzen 

- die LTR-Sequenzen von Rous-Sarcomaviren 

- die LTR-Sequenzen von Retroviren 

- die Promotor- und Enhancerregion von CMV- Viren 

- die ITR-Sequenzen und/oder Promotorsequenzen p5, pl9, p40 von AAV-Viren 

- die ITR- und/oder Promotorsequenzen von Adenoyiren 

- die ITR- und/oder Promotorsequenzen von Vaccinia Viren 

- die ITR- und/oder Promotorsequenzen von Herpesviren 

- die Promotorseguenzen von Parvoviren 

- die Promotorsequenzen (upstream regulator region) von Papillomaviren. 
Vorzugsweise erfolgt der Einbau in ein Plasmid. 

Komplexierung der konjugierten Trager mit dem Gen 

Der konjugierte Trager wird mit dem Gen bzw. der Nukleotidsequenz durch Vermischen beider Ausgangs- 
substanzen komplexiert Vorzugsweise sollte ein Mischungsverhaltnis gewahit werden, welches zu Komplexen 
mit neutraler oder kationischer Ladung fuhrt 

Bevorzugte Mischungsverhaltnisse sind beispielsweise: 

- 1 umol Lipid/20 ug Plasmid 

- 1 -5 mg Upid/10-20 jig DNA/RNA 

- 6.2 ug Upid/1 .55-3.1 jxg DNA 
-Upid/DNA-Peptid(5:l)L 

Die Beladung erfolgt durch Inkubation des positiv geladenen Tragers mit Genen im gewunschten Mischungs- 
verhaltnis. Das Mischungsverhaltnis wird (wie von Dittgen et aL, Pharmazie 42, 541 (1987) beschneben) durch 
Zetapotentialmessung ermittelt 

Beispiel 1 



Herstellung eines Wirkstoffes zurTransfektion von Endothelzellen 
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a) HerstelMPGes Filovirenglykoproteins als Liganden 

Das Filovirusglykoprotein ist ein HGIlprotein nrit hoher Affinitat zu EndothelzeUen. Die HersteUung des 
Filovirusglykoproteins erfolgt wie von Will et al, J. ViroL 67, 1203 (1993); Feldmann et ai, Virus Res. 24, 1 (1992) 
und Volchkow et al, FEBS Lett 305. 181 (1992) im Detail beschrieben 5 

Herstellung von Ebolaviren 

Der Ebolavirus-Subtyp "Zaire" (EBO, Institut fur Virologie, Sergiev Posad, RuBland) wurde in Maraca Rhesu- 
sien pSaSto vSSzellen kidtiviert und aus der ZeUkulturflfissigkeit isoliert (Volchkow et aU FEBS Lett. ,o 
305, 181 (1992)). 

Klonierung und Sequenzierung der viralen RNA 

Genomische RNA wurde von gereinigten Viren durch Zentrifugation fiber aesiumchloridgradienten isoliert 
rv^hto™ Tt iLtmlii. Diese RNA diente zur Herstellung einer cDNA-Bibliothek unter Verwendung von 

cDNA-Bibliothek dienten als Ausgangsmaterial fur die AmplifikaUon des GP-Gens nut Hilfe der PCR und 
folgender synthetischer Primer: 

— Nl rait derSequenz 

5'-GAAGGATc3rGTGGGGCAACAACACAATG (Seg. ID-Nr. 1) . 
(kom^mTnti/zJ den Nukleotiden 114 bis 142 der mRNA sense) erginzt nut einer 5'-terminalen 



15 



20 



BamHl-Region 
• N2 mit der Sequenz 



-N2 mit derSequenz „ „ 

5'-AAAAAGCTTirnTCCCrTGTCACTAAA (Seq. ID-Nr. 2) m 
(komplementar z& den Nukleotiden 2492 bis 2466 der mRNA, sense) erganzt nut einer 5-teraunalen 
Hind-III-Region. 

Die Analvse der DNA-Nukleotidsequenz des GP-Gens erfolgte fur beide Strange nach der Methode von 
MSL^Gnb^ in Enzjnology 65, 499 (1980)). Die Sequenz des EBO GP-Gens Stamm Zaire 
wm-debeiderGenbankhinterlegtunterNr.U31033(VolchkowetaL(1992)). 

sSueazte ; EBO GP-Gtns war weitgehend identisch zu derjenigen publiziert von Sanchez et aL (Virus 
res. 29, 2 15 (1993)). Jedoch wurden in Position 1019 bis 1025 nur sieben ansteUe von acht aufemanderfolgenden A 
(Adenin; mRNA sense) gefunden. 

Isolierung, Klonierung und Sequenzierung der mRNA spezifisch fur das EBO-GP 

Mit Hilfe des RNeasy Total RNA Kits (Fa Quiagen) wurde die mRNA des EBO-GP aus etwa 7 x 10' 
VerozeIleainfiziertmitdemEBO-Virus(l-10PF^ 

IS 5 die I cSS SyXese wurden 10 pi der mRNA Losung (entsprechend etwa 1,4 x 10' bumerte ZeHen) nut 
der Reversen Transkriptase des Myeloblastosisvirus des Huhns in Anwesenhat des Primers 

-N3 mit der Sequenz . 
oligo-d (1)21, erganzt mit einer 5'-terminalen Hind-Ill-Region 

inhibiert Die RNA wurde nachfolgend durch Inkubation des Gemisches mit 1 pg/pl RNAse bei 37'CfOr 30 min. 

en Die m Amplirikation der GP-spezifischen Nukleotidsequenz erfolgte mit Hilfe der PCR unter Benutzung der 

^SrpCRwtrde durchgefuhrt im 100 pi Reaktionsansatz enthaltend 1-5 ug cDNA in 50 mM KQ; 10 mM 
Tris-HCl (dH 831 2mM MeCl 2 ;0,2 mM von jedem Desoxynukleotid und 0,3 \M ernes jeden Primers. 

? " ReESJz wSe'aJ 95'C ftr' 10 min. erbim und Tag Polymerase (2.5 U/lOOj 
Zvklen der DNA Amplifikation wurden durchgefuhrt Das Zyklusprogramm beinhaltete 94 C fur 1 mm.; 70 C 
fiTmiS 72-C Tfurl P mia Nach dem Zyklusprogramm wurden die Proben bei 72»Cfur die Dauervon 1 ln«n 
inkubiert (ADe Komponenten der PCR waren von der Fa. Perkm-Ehner ^^5^. jj^" ^ 

3en gereinigt (QIA quick Spin PCR Purification Kit; Fa Quiagen) und die DNA wurde direkt verwende fur 
arSequenzierung,furw\ederholtePCR-Reaktionenoderr^ 

tidsequenz der GP-Region, die sich in den ("open reading frames-) ORF i und O RF II uberlappten, wurden nut 
Hilfe der Sangertecbnik bestimmt (Sanger et aL PNAS 74, 5463 (1977)), wobei folgende Pnmer Verwendung 
fanden: 
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-N4 mit der Sequenz 

5'-CGGACTCTGACCACTCAT (Seq. ID-Nr. 3) 
(komplementar zu den Nukleotiden 1108 bis 1091) 
- N5 mit der Sequenz 

5'-TCGTGGCAGAGGGAGTGT(Seq. ID-Nr. 4) 
(komDlementarzu den Nukleotiden 1412 bis 1395). 
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Die PCR-Fragmente wurden in d^EM2Zl( +>-VektDr kloniert und die rekorabin^^lasmide mil Wife 
derenzymatischenSequenzienjng(SangeretaUPNAS74,5463(1977))analysiert 

Die raeisten Klone wiesen (ahnlich wie die vRNA) 7 aufeinanderfolgende Adenosine z^cAen den PosiUonen 
1018 und 1026(mRNA sense) auf, wahrend bei etwa 20% der GP-spezifischen mRNA aus EBO infizierten ZeUc a 
8 aufeinanderfolgende Adenosine indiesem Postionsbereichgetoden wurderi. „. . ;ft , 

Die mRNA mit 8 Adenosinen kodiert fur ein komplettes GP von 676aa (da das 8. Adenosin den frameshift 

^iem^AmS^ 

(sGPl Entsprechend der Nukleotidsequenz von sGP scheint das sGP idenuseh zu son nut dem N-terminalen 
Teil (274aa) von GP, ergSnzt um zusatzUch 70aa, die durch das Ende der ORE I kodiert sind 
Dieses^ 

II uberfuhrt und ORE I deranach nicht bis zum Ende abgelesen wird 



Konstruktion von rekombinanten Plasmiden 



Die PCR-Produkte welche die koraplette ORE des EBO GP-Gens darsteUen, wurden mit den Restriktionsen- 
zySSi S HY SlS m inkubier? und Ugiert in das Plasmid P GEM3Zf( H welches vorbehandelt war nut 
Bam H I und Hind IIL Das Plasmid enthalt einen T7-Phagen RNA PoJyermase Promoter welcher fur die 
SyShese derEBO GP-RNA mit T7 Polymerase unter Verwendung des Vakzinia WI7 Polymerase Expres- 

™^™«d<te<^Lto<lig* GP-Nukleotidsequenz der EBO vRNA (7 aufeinanderfolgende Adenosine) 
enSa^enpGEM-mGP7Ldsolche^ 

und pGEMMGPS herausgeschnitten. die Enden der entstandenen Fragmente erganzt mit dem ^enow-Frag- 
ment der DNA Polymerase I und verbunden mit der Smal RestriknonssteUe des Vektors pScll (Fa. Proroega, 
Est" SgW? SnSeneTrekombinanten Plasmide (pSc-mGP7 und P Sc-mGP8) wurden fur die Herstel- 
lung rekombinanter Vakziniaviren benutzt. 

Konstruktion von rekombinanten Vakziniaviren 

Rekombinante Vakziniaviren wurden hergestellt mh Hilfe der homologen Rekombination zwischen den 
tK SnTuTden rekombinanten Plasmiden (pSC-mGP7 oder pSC-mGPS) und der genonuschen DNA des 
v3S^-Stamrn.wie™^ 

derUDofectinTransfektionsmethode(FelgneretaL,PNAS84,7413(1987)X . 

R KSaie^ren wurden gereinigt durch einfache Passagierung rt™"^"*™*** 
rienmgaufC^-l-ZeUenunterBenutzimgvonp-Galactosidase-posinvenPlaquesfur 

^ScoraWnante Vakziniaviren, welche von Plasmid pSC-mGP7 abstammen, wurden vSC-GP7 und solche vom 
Plasmid pSC-mGP8 wurden vSC-GP8benannt i»:„u,™„i pr n 

Depression von GP wurde erreicht durch Infektion von 1 x 10* Hela ZeUen oder von gieichvtel RK-13 
ZeUen mit 10 PFU des vSC-GP7 oder vSC-GP8 pro ZeUe. , . , r 

5 Expreston der Genprodukte wurde mit Hilfe der Immunoblot Methode analysiertHierzu wurden Lysate 
von 1 TT WHnfetatS Hela-Zellen oder RK-13 ZeUen auf 10% SDS-PAGE aufgetrennt (wie vonLaemmb, 
Nani'e WnSSSSSSu^ und auf PVDF-Membnuie ^^I^^S 2!T?S 
technik aufgetraien. Sekretiertes sGP wurde durch Auftrag von 20 pi des ^ M ™1 
infizierten ZeUen auf das Gel anafysiert Die Immunanalyse erf olgte mit Hdfe ernes Maus-ann-EBO-Semms oder 
S!5SSSSS^nBm and einem Kaninchen-anti-Maus- oder anti-Pferdantikorpers ak Zwe.tantJ.or 
per! je*eUs kSjugiert mit Meerrettichperoxidase. Der gebundene ZweitanUkOrper wurde nut Hflfe derBCL- 

T tt^TXS^^ wie auch der infizierten RK-13 ZeUen konnte GP wfc auch sGP 
nachgewiesen werden, wobei nach Infektion mit vSG-GP7 der Anted von sGP und nach Infektion mit vSC-GP8 

^S^M^msZl^i* und SDS-PAGE Analyse ergab, daB das reife GP ein Moleku- 
lar«wi?2 von S- 14? kD aufweist und (m Gegensatz zu "unreifem" GP) resistent fat gegen Spaltung durch 
Endoglycosidase-Haufgnindderkomplex^^ 

RK-fTzeUen exprintieren ein reifes GP mit einem Molekulargewicht von 140 kD, wahrend Hela-Zetten . em 
reifes GP von 125 W> exprimieren. Die Unterschiede in der GroBe sind auf erne zell^ezifische unterschiedlicbe 
iS^^S zurtckzufuhren. Das 140 kD GP von RK-13 ZeUen komigrierte un SDS-PAGE mit dem GP 

W °S£Sn mit VSC-GP7 wiesen nur geringe Mengen des sGP im ZeUysat auf. Dieses hatte ein Molekular- 
gewicht von einheimch 50 kD. Der uberwiegende AnteU von sGP^un Z^ 

fekretiertes sGP zu intrazellularem sGP wie 25 : 1> Sekretiertes sGP hat em Molekulargewicht un Bereich von 
50—55 kD und ist resistent gegen Endoglycosidase H. 

Auswahl und Reinigung des GP 

Als Ligand zur HersteUung des erfindungsgemaBen nicht viralen Vektors wurde das EBO-GP, MG 140 kD, 
produziert von RK-13 ZeUen ausgewShlt 
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• . n on 1 5BRr OP«/7elle infiziert. 16 bis 18 Stunden nach^Wif ektion wurden 
RK-13 Zellen wurden nut lO PFUd^&Gre/^e^en. id pr i para 29S 8«Vo SDS-PAGE 

die Zellen geerntet und lysiert D.e ™#1^h^^^^^ Gelabschnltte in eine BioTrap 

trators (Falcon) konzentnert SDS-PAGE elektrophoretiscb aufgetrennt und not 

£S.ti»S^^ 

Beispiel2 

Herstellung des Fusionsproteins M2 von Influenza A 
DieHentel^gdes^^ 

Beispiel3 

HersteUungdeskationisiertenTragersaufPTOteuibasis(Albuniin) 

beschrieben. Die Partifasl ^'S^T'SSsKScLpie) Wctond der dens Fach- 

MuUer, Dissertation Basel (1994) und Jussgsrsger n, 

BioL Chens. 262. Iffl.W" ^^.S^p^wSSrSlorid dun* kovalent. K»pp- 
Carb017.1p1.ppen n»> e K S^ZSunJ^eizler Assreue erfolgte ntittela Dialysis 

Usung) wuriess 10 ml ™ 'SSSSSSKl ! »-E4 I Hf-?<*e* 
64- &0 eingesttgr. Dee Ansarz wurde 30 nssn Bel ~™"f™fV ilvo-oJ-lOriversetzLNadldnerismeu- 

^ISpSKSe'toM-C One, Nads, gege. »l Waaaer dinl»«rt und autotooattgraplsiach 
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gereinigt 

BeispieM 
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Herstellung des Plasmids 

DerhumaneEndotheun^P^ '^^^^JS^ffSS^ » 

Oder eine um die TATA-Box verkurzte Vanante , (Poanon *^™™* m) '^ nima cdc25C-Gens (UK 

Tiesobergestelltecl^are^ 

den. S'-Terminus emer DN A, die den Wetten ^^^^ DNA enthalt audi die fur eine 
< 27 bis 2: 1982; Oshjnia et al, PNAS VS^ V^ i ^osSureS Zur Erleichterung der zellularen Aus- 
Sekretion notwendige Signalsequenz (22 N-termni de Ammo «Xquenz des l^unglobulins (Position < 
schleusung wurde diese S^^f^ffi ^^SonJ^ und die DNA tor 
fctu^^^ Sasmidvektoren rait Hilfe von de, Each- ao 

raann bekannten und kauflichen Enzymen einkloniert 

Beispiel5 

Komplexiening des kationisiertenTragers rait dem Plasmid 65 



Die 
t»eeiOTieten 
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ermittelt ^Bf 

6,5 ml einer 20%igen Losung des kationischen HSA (hergestellt wie unter c) beschrieben und ausgewahlt aus 
einem Bereich von 5—35%) wurden im Verhaltnis 1 : 2 (ausgewanlt aus einem Bereich von 1 : 1 bis 1 : 10) mit der 
Plasmidl5sung verset2L Die auBere Phase, bestehend aus 93,5 ml Dichlonnethan/Methanol (9 : 1) mit 0,5% 
Klucel GF wurde 30 min !ang auf 20° C temperiert und die AlbununlSsung der mit einem Durchsatz von 
500 ml/rain zirkulierenden, organischen Phase zugemischt Die Emulsion wurde 15 min Iang mit 65 Watt gepulst 
beschallt 

Zur Vernetzung wurden 6,6mmoI Gluta^aldehyd in Methyienchlorid zum Ansatz dazugegeben und 
80— 100 min lang bei 2200 rpm bei Raumtemperatur geruhrt Zur Reinigung wurden die Partikel mehrmals 
gewaschen und abzentrifugiert 

Beispiel6 
Einfuhning von fipophilen Gruppen 

Die Enfuhrung Upophiler Gruppen erfolgte durch Acyiiening unter dem Fachmann bekannten Bedingungen. 
Das Carbonsaurederivat reagiert dabei mit den priraaren Aminogruppen des Albumins nach dem bekannten 
Adcu^ons-EEminierungs-Mechanismus der Acyiierung zum CarbonsaureamicL 

0,1 g Olsaurechlorid wurde in 5— 10 ml wasserfreiem Dioxan gelost und tropfenweise mit einer Suspension 
der Partikel (hergestellt wie unter c) beschrieben) in Dioxan im Verhaltnis 1 : 4 (ausgewahlt aus einem Bereich 
von 1 : 1— 1 : 10) versetzt und kraftig geschOttelt Nach Zugabe eines Oberschusses waBriger Ammoniaklosung 
wurde der Ansatz 10 min lang geruhrt und mit verdunnter Salzsaure schwach angesauert Die Partikel wurden 
durch Zentrifugation abgetrennt und mit Wasser neutral gewaschen. 

Beispiel 7 



Konjugation von Liganden und Fusionsprotein an den Trager 

Die VerknGpfung von Liganden und Fusionsproteinen mit dem Tragersystem erfolgt durch kovalente Kopp- 
lung nach der SPDP-Methode, wie bei Khawli et aL, Int J. Rad AppL lustrum. B 19,289 (1992) und Candiani et aL, 
Cancer Res. 62, 623 (1992) beschrieben. Primare Aminofunktionen der Lysinreste des Albumins reagieren dabei 
mit SPDP zu disulfidhaltigen Derivaten. Diese lassen sich mit Sulmydrylgruppen der liganden und Fusionspro- 
teine unter dem Fachmann bekannten Bedingungen kovalent verbinden. 

200 nmol SPDP-Reagenz in 99,5%igem Ethanol wurden mit 74 nmol kationisiertem, lipophilisiertem HSA- 
Partikeln (hergestellt wie unter f) beschrieben) in PBS 30 min lang bei Raumtemperatur inkubiert Zur Konjuga- 
tion wurde der Ansatz mit einer Losung des Ebolavirus Glykoprotein GP (hergestellt wie unter a) beschrieben) 
des Fusionsproteins M2 von Influenza (hergestellt wie unter b) beschrieben) im Verhaltnis 1 : 1 (ausgewahlt aus 
einem Bereich von 1 : 1 — 1 : 10) versetzt und uber Nacht unter Ruhren bei Raumtemperatur inkubiert Nicht 
gebundene Anteile wurden abzentrifugiert 

Beispiel 8 

Wirksamkeit des zielzellspezifischen Vektors 

Der zielzellspezifische Vektor, hergestellt wie in den vorhergehenden Beispielen beschrieben, wird nach 
systemischer, bevorzugt intravenoseroder intraarterieller Gabe durch die gewebespezifischen Liganden bevor- 
zugt.an Endothelzell.en gebunden. Nach erfolgter Aumahme in die Endosomen erfolgt eine durch das Fusions- 
protein vermittelte Penetration in das Zytoplasma. Durch die gewebespezifische Prbmotorsequenz und das 
zellzyklusregulierte Promotormodul erfolgt eine vorwiegende Expression des Genes in proliferierende Endot- 
helzellen. Durch diese Gene wird von diesen proliferierenden Endothelzellen P-Glucuronidase ausgeschieden, 
die pharmakologisch inaktive P-Giucuronidide (Prodrugs) in aktive Substanzen spaltet Diese aktive Substanz 
kann beispielsweise anttproliferativ oder zytostatisch wirken. Hierdurch kommt es zur Hemmung der Endothel- 
zellproliferation und zur Hemmung des Wachstums eines benachbarten Tumors oder einer benachbarten 
Entzundungsreaktion, Da durch den erfindungsgemaBen Wirkstoff die Entstehung der antiproliferativen oder 
zytostatischen Substanz auf den Ort der durch den Tumor oder durch die Entzundung verursachten Angiogene- 
se beschrankt ist, ist die Vertraglichkeit des Wirkstof fes gut 

Durch die Wahl des (nichtviralen) Tragers fur das ausgewahlte Gen sind keine Risiken durch Mutationen der 
Gene des Patienten, durch Aktivierung im Genom integrierter ruhender Viren oder durch Rekombination mit 
Wildviren zu erwarten. 



1) ALLGEMEINE INFORMATION 

ANMELDER: 

(A) NAME: Hoechst AG 

(B) STRASSE: Postfach 80 03 20 
(Q ORT: Frankfurt am Main 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 65926 
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ANMELDETITEL: 

Zielzellspezifische Vektoren fur die Einschleusung von Genen in Zellen, Arzneimittel enthaltend derar- 
tige Vektoren undderen Verwendung 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

COMPUTER— LESBARE FORM: 

(A) D ATENTRAGER: Floppy Disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(Q BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PADAT Sequenzmodul Version L0 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 
(0 SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: I : 

GAAGGATCCT GTGGGGGAAC AACACAATG 29 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Aminosiure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:2: 
AAAAAGCTTC TTTCCCTTGT CACTAAA 27 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO:3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Aminosiure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
CGGACTCTGA CCACTGAT 18 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO:4: 
0 SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Aminosiure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

TCGTGGCAGA GGGAGTGT 18 



1. Zielzellspezifischer Vektor fur die Einschleusung wenigstens eines Genes in Zellen eines Organismus 
umfassend folgende Komponenten: 

a) einen nicht-viraien Trager fur das einzuschleusende Gen, 

b) einen Liganden, der spezifisch an die gewunschte Zielzelle binden kann, 

c) ein Fusionsprotein fur die Penetration des Vektors in das Zytoplasma der Selzelle und 

d) das einzuf uhrende Gen. 

2. Vektor nach Anspruch i, dadurch gekennzeichnet, daB die einzelnen Komponenten des zielzellspezifi- 
schen Vektors miteinander kovaJent und/oder durch adsorptive Bindung verbunden sind. 

3. Vektor nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der nicht-virale Trager (a) fur 
das Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Proteine, Polypeptide, Polysaccharide, Phospholipide, 
kationische Lipide, Glykoproteine, Lipoproteine oder Lipopolyamine. 

4. Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der nicht-virale Trager (a) durch Einfuhrung 
positiv geladener Seitengruppen kationisiert ist, wobei die Bindung zwischen nicht-viralem Trager und 

i- j o-:* — I---*- J u - j- »: 1 — i i *- d: I i ' ) 



Patentanspruche 



QE 196 05 279 Al 

5. Vektor nach einem der vorher^enden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, da^BPicht-virale Trager 
(a) durch adsorptive oder kovalente Bindung verbundene lipophiie Seitengruppen aufweist, wcxiurch der 
Trager amphiphile Eigenschaften erhalt 

6. Vektor nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der nicht-virale Trager 
(a) Albumin oder Xylan ist 

7. Vektor nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand (b) spezi- 
fisch an die auBere Membran tierischer oder menschlicher ZeDen binden kann. 

8. Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand (b) spezifisch an Endothelzellen binden 
kann und ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus monokionalen Antikdrpern oder deren Fragmenten, 
die spezifisch sind fur Endothelzellen, endstandig Mannose tragende Glykoproteine, Glykolipide oder 
Polysaccharide, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekule oder Glykoproteine aus der Hulle von 
Viren, die einen Tropismus fur Endothelzellen haben. 

9. Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand (b) spezifisch an glatte Muskelzellen 
binden kann und ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend monoklonale Antikdrper oder deren Fragmente, 
die spezifisch binden an Aktin, Zellmembranrezeptoren, Wachstumsfaktoren oder Glykoproteine aus der 
Hulle von Viren, die einen Tropismus /Or glatte Muskelzellen haben. 

10. Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand (b) spezifisch binden kann an 
Makrophagen und/oder Lymphozyten und ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend monoklonale Anti- 
korper, die spezifisch binden an Membranantigene auf Makrophagen und/oder Lymphozyten, intakte 
Immunglobuline oder Fc- Fragmente von poiyklonalen oder monokionalen Antikorpern, die spezifisch 
binden an Membranantigene auf Makrophagen und/oder Lymphozyten, Zytokine, Wachstumsfaktoren, 
Mannose-endstandig tragende Peptide, Proteine, Lipide oder Polysaccharide, Glykoproteine aus der Hulle 
von Viren, das HEF-Protein vom Influenza C-Virus rait Mutation in der Nukleotidposition 872 oder 
HEF-Spaltprodukte des Influenza C- Virus enthaltend die katalytische Triade Serin-71, Histidin 368 oder 
-369 und Asparaginsaure 261. 

11. Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der ligand (b) spezifisch binden kann an 
Gliazellen und ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Antikorper und Antikdrperfragmente, die spezi- 
fisch binden an Membranstnikturen von Gliazellen, Adhasionsmolekule, endstandig Mannose tragende 
Peptide, Proteine, Lipide oder Polysaccharide, Wachstumsfaktoren, Glykoproteine aus der Hulle von Viren, 
die einen Tropismus fur Gliazellen haben. 

12. Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand (b) spezifisch binden kann an 
blutbildende Zellen und ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Antikorper oder Antikdrperfragmente, 
die spezifisch sind fur einen Rezeptor des Stem cell factors, IL-1 (Rezeptortyp I oder II), IL-3 (Rezeptortyp a 
oder P), EL-6 oder GM-CSF sowie intakte Immunglobuline oder Fc-Fragmente, die diese Spezuitat aufwei- 
sen und Wachstumsfaktoren sowie deren Fragmente, die an die zugehorigen Rezeptoren binden. 

13. Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand (b) spezifisch binden kann an 
Leukamiezeilen und ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Antikorper, Antikdrperfragmente, Immun- 
globuline oder Fc-Fragmente, die spezifisch binden an Membranstrukturen auf Leukamiezeilen wie CD13, 
CD14, CD15, CD33, CAMAL, Sialosyl-Le, CDS, CDle, CD23, M38, IL-2-Rezeptoren, T-Zell-Rezeptoren, 
CALLA oder CD19 sowie Wachstumsfaktoren oder davon abstammende Fragmente oder Retinoids 

14. Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand (b) spezifisch an vinisinfizierte Zellen 
binden kann und ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Antikorper, Antikorperfragmente, intakte 
Immunglobuline oder Fc-Fragmente, die spezifisch sind fur ein Virusantigen, das nach Infektion durch das 
Virus auf der Zellmembran der infizierten ZeBe exprimiert wird. 

15. Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der ligand (b) spezifisch binden kann an 
Bronchialepithelzellen, sinusoidale Zellen der Leber oder Leberzellen und ausgewahlt ist aus der Gruppe 
umfassend Transferrin, Asialoglycoproteine, wie Asialoorosomucoid, Neoglycoprotein oder Galactose, 
Insulin, endstandig Mannose tragende Peptide, Proteine, Lipide oder Polysaccharide, intakte Immunglobuli- 
ne oder Fc-Fragmente, die spezifisch an diese Zielzellen binden und Glykoproteine aus der Hulle von Viren, 
die spezifisch an diese Zielzellen binden. 

16. Vektor nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Fusionsprotein (c) 
ausgewahlt. ist aus dem Haemagglutinin von Influenza A- oder B- Viren, der HA2-Komponente des Hae- 
magglutinins von Influenza A- oder B-Viren sowie Peptidanaloga hiervon, das M2-Protein von Influenza 
A- Viren, das HEF-Protein von Influenza C-Viren, Transmembranproteine von Filoviren, Transmembran- 
glykoproteine von Tollwutvinis, Vesicular Stomatitis Virus, Semliki Forest-Virus, Tickborn Encephalitis-Vi- 
rus, Fusionsproteine des HlV-Virus, des Sendai- Virus, des respiratorischen syncytialen Virus sowie Frag- 
mente dieser viralen Fusionsproteine oder der Transmembranglykoproteine, bei denen die Transmembran- 
region entf ernt wurde. 

17. Vektor nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB das einzufuhrende 
Gen (d) in Form eines Plasmids vorliegt 

18. Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Vektor nach einem der vorhergehenden Anspruche 
aufweist 

1 9. Verwendung eines Vektors nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Hersteilung eines Arzneimittels fur die 
intravenose, intraarterielle, intraportale, intrakraniale, intrapleurale, intraperitoneale oder lokale Einfuh- 
rung eines gewunschten Gens in bestiramte Zielzellen. 



